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p a s s i v e , n o n - t o x i c x e n o b i o t i c s u r f a c t a n t s a r e u s e d t o d e - a g g l o m e r a t e n a n o p a r t i c l e s i n c e l l
c u l t u r e m e d i u m . T h e r e a r e t h r e e t y p e s o f s u r f a c t a n t - b a s e d m e t h o d s e m p l o y e d i n c o m m o n
u s e t o c o n t r o l a g g l o m e r a t i o n : s e r u m o r s e r u m p r o t e i n s , b i o l o g i c a l ly b a s e d p u lm o n a r y
s u r f a c t a n t s s u c h a s D PP C a n d S u r v a n t a (P o r t e r e t a l . 2 0 0 8 , W a n g e t a l . 2 0 10 ) , a n d n o n -
b i o l o g i c a l l y b a s e d s u r f a c t a n t s (R a m i r e z - G a r c i a e t a l 2 0 11 ) . T h e e f fi c a c y o f t h e s e
s u r f a c t a n t s h a s n o t b e e n i n t e r - c o m p a r e d n o r h a s t h e i r s u b s e q u e n t e f f e c t o n b i o l o g i c a l
e n dp o i n t s b e e n a s s e s s e d
C h o o s i n g a p a r t i c u l a r d i s p e r s i o n m e t h o d m a y im p l i c a t e d o w n s t r e a m e f f e c t s o n
b o t h t h e e x p o s u r e s c i e n c e a n d t h e t o x i c o l o g i c a l e n d p o i n t s I n t h i s s t u d y , t h r e e d i f f e r e n t
d e - a g g l o m e r a t i n g a g e n t s h a v e b e e n c h o s e n f o r c o m p a r i s o n d u e t o t h e i r w i d e s p r e a d u s e i n
r e s e a r c h l a b s a n d u s a g e i n n a n o t o x i c o l o g y p u b l i c a t i o n s . T h e f o l l o w i n g s u r f a c t a n t s w i l l b e
u s e d f o r c o m p a r i s o n : 1 ) f e t a l b o v i n e s e r u m (F B S ) , t o r e f l e c t t h e t r a d i t i o n a l c e l l c u l t u r e
m e d i u m s u r f a c t a n t s
,
2 ) a s y n t h e t i c s u r f a c t a n t a n d n o n - i o n i c b l o c k c o p o l y m e r , F 6 8 , a n d 3 )
a s e m i - s y n t h e t i c , p l a n t - d e r i v e d , b u t n a t u r a l l y o c c u r r i n g h u m a n l u n g s u r f a c t a n t 1 , 2 -
d i p a l m i t o y l - s n - g l y c e r o - 3 - p h o s p h o c h o l i n e ( D PP C ) i n b o v in e s e r u m a l b u m i n (B S A ) N iO
a n d T iO i m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s w e r e c h o s e n d u e t o t h e i r u n k n o w n a n d g r e a t p o t e n t ia l
f o r h u m a n h e a l t h e f f e c t s , i n c r e a s e d e n v i r o n m e n t a l a n d a i r b o r n e p r o l i f e r a t i o n ,
o c c u p a t i o n a l s a f e t y h a z a r d s , a n d r o l e i n a t m o s p h e r i c c h e m i s t r y (K a r l s s o n e t a l 2 0 0 9 b ,
L e e
,
D o n a h u e 2 0 1 1 , L e i k a u f e t a l . 2 0 0 1 , W a r h e i t 2 0 0 4 )
M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
N a n o p a r t i c l e s
T w o t y p e s o f n a n o p a r t i c l e s w e r e u s e d i n t h i s s t u d y , t i t a n i u m (I V ) d i o x id e (T i 0 2 )
a n d n i c k e l (I I ) o x i d e (N iO ), w e r e o b t a i n e d f r o m Si g m a - A l d r i c h (S t . L o u i s , M O ) T h e
r e p o r t e d m e a n d i a m e t e r s w e r e T i 0 2 , < 5 0 n m a n d s u r f a c e a r e a 3 5 - 6 5 va / g , a n d N i O , < 2 0
n m .
D i s p e r s i o n M e d i a C o m p o s i t i o n
T h r e e m e d i a w e r e p r e p a r e d f o r A 5 4 9 c e l l s :
"
F 12 K + F B S " i s c o m p o s e d o f F - 1 2 K
c e l l c u l t u r e m e d i u m / 1 0 % F B S / 1% P / S ,
"
F 12 K + F 6 8 M e d i a " i s F - 12 K c e l l c u l t u r e
m e d i u m /0 1% P l u r o n i c F 6 8 n o n i o n i c s u r f a c t a n t / 1% P / S, a n d
" B S SM " i s F - 12 K c e l l
c u l t u r e m e d i u m / 0 . 0 1% l , 2 - d i p a l m i t o y l - s n - g l y c e r o - 3 - p h o s p h o c h o l i n e , s e m i s y n t h e t i c
(D P P C)/ 0 . 6 m g /m L B SA / 1% P / S . B S S M i s m o d e l e d a f t e r t h e b i o c o m p a t i b l e m e d i u m
d e v e l o p e d b y (P o r t e r e t a l 2 0 0 8 ) . T h e B S SM i n t h i s s t u d y u s e s t h e s a m e s u r f a c t a n t
c o m p o s i t i o n a s P o r t e r e t a l . b u t i s a d a p t e d t o u s e t h e a p p r o p r i a t e A 54 9 c e l l c u l t u r e
n u t r i e n t m i x t u r e .
T w o m e d i a w e r e p r e p a r e d f o r 16h b e l 4 o c e l l s :
" M E M + F B S " i s M EM c e l l
c u l t u r e m e d i u m / 10% F B S/ 1% L - g l u t a m i n e / 1% P / S a n d
" M EM + F 6 8 " i s M E M c e l l
c u l t u r e m e d i u m / 0 . 1%) F 6 8 n o n i o n i c s u r f a c t a n t / ! %> L - g l u t a m i n e / 1% P / S
F e t a l B o v i n e Se r u m (F B S) w a s b o u gh t f r o m A t l a n t a B i o l o g i c a l s (N o r c r o s s , G A )
F - 12 K I x (H a m
'
s F - 12 K N u t r i e n t M i x t u r e
,
K a i g h n
'
s M o d i f i c a t i o n w i t h L - g l u t a m i n e ) w a s
b o u g h t f r o m M e d i a t e c h , I n c . (M a n a s s a s , V a ) . B o v i n e s e r u m a l b u m in a n d
p e n i c i l l i n / s t r e p t o m y c i n s o l u t i o n w e r e b o u gh t f r o m I n v i t r o g e n (C a r l s b a d , C A ) . D P P C a n d
4
10 % P l u r o n i c F - 6 8 S o l u t i o n w e r e b o u g h t f r o m S i g m a A l d r i c h ( S t . L o u i s , M O ) M E M
w a s b o u g h t f r o m I n v i t r o g e n ( C a r l s b a d , C A ) .
E a c h d i s p e r s a n t c o n t a i n e d v a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s (0 , 0 0 1, 0 1 , 0 . 5 , 1 0 , 1 0 0
fx g /m L ) o f - T i 0 2 o r N i O n a n o p a r t i c l e s .
P r e p a r a t i o n o f D i s p e r s i o n M e d i a w i t l i N a n o p a r t i c l e s
1 - m g o f n a n o p a r t i c l e s w e r e w e i g h e d a n d t r a n s f e r r e d i n t o 1 0 0 - m L o f d i s p e r s i o n
m e d i u m T h e r e s u l t i n g s o l u t i o n w a s s o n i c a t e d i n a 12 5 - w a t t B r a n s o n U l t r a s o n i c w a t e r -
b a t h s o n i c a t o r f o r 3 0 m i n u t e s . T h e s o l u t i o n w a s im m e d i a t e l y d i l u t e d t o t h e d e s i r e d
c o n c e n t r a t i o n ; i f s e r i a l d i l u t i o n s w e r e m a d e , v o r t e x i n g f o r o n e m i n u t e o n h i g h o c c u r r e d
b e t w e e n e a c h d i l u t i o n A l l d i s p e r s i o n m e d i u m c o n t a in i n g n a n o p a r t i c l e s w e r e s t o r e d i n t h e
d a r k a n d e x p e r im e n t a t i o n t o o k p l a c e w i t h i n 2 4 h o u r s A l l s o l u t i o n s w e r e r e - v o r t e x e d i f
m o r e t h a n 2 0 m i n u t e s e l a p s e d s i n c e t h e i n i t i a l s o n i c a t i o n a n d /o r v o r t e x i n g . A ft e r 2 4
h o u r s
,
s o l u t i o n s w e r e d i s c a r d e d .
P h y s i c o c h e m i c a l A n a l y s i s
D y n a m i c L i g h t Sc a t t e r i n g (D L S ) a n d ^- P o t e n t i a l
M e a s u r e m e n t o f p a r t i c l e s i z e w i t h D L S a n d s o l u t i o n s t a b i l i t y v i a ^- p o t e n t i a l w a s
d e t e r m i n e d w i th a Z e t a s i z e r N a n o Z S (M a l v e r n I n s t r u m e n t s L t d , W o r c e s t e r s h i r e , U K )
T h e s i z e d i s t r i b u t i o n s w e r e m u l t im o d a l f o r c o n c e n t r a t i o n s o f 1 a n d 10 |a g / m L a n d




a n d 0 . 5 |a g / m L .
Sc a n n i n g E l e c t r o n M i c r o s c o p y (SE M )
T w o t e c h n i q u e s w e r e u s e d t o v i e w n a n o p a r t i c l e s i n t h e d i s p e r s i o n m e d i a T h e fi r s t
t e c h n i q u e i n v o l v e d d r o p p i n g 2 5 |j L o f d i s p e r s i o n m e d i u m w i t h n a n o p a r t i c l e s o n t o a s l i d e
a n d l e a v i n g i t t o d r y i n a v a c u u m . T h e s e c o n d t e c h n i q u e i n v o l v e d p i p e t t i n g 5 0 ja L o f
d i s p e r s i o n m e d i u m w i t h n a n o p a r t i c l e s o n t o a p o l y - 1- l y s i n e c o a t e d 12 m m c o v e r s l i p T h e
s o l u t i o n s a t f o r 6 0 m i n u t e s i n a hu m i d c h a m b e r . N e x t , 4 0 |a L o f 2 5% g l u t a r a l d e h y d e i n
0 . 1 5M s o d i u m p h o s p h a t e b u f fe r a t p H 7 . 4 w a s a d d e d T h e s l i d e a n d s o l u t i o n s w e r e l e f t t o
i n c u b a t e f o r 6 0 m i n u t e s A f t e r t h e e l a p s e d t im e , t h e r e m a i n i n g u n e v a p o r a t e d s o l u t i o n w a s
dr a i n e d o n t o fi l t e r p a p e r . A l a r g e d r o p o f 0 . 2 jx m fi l t e r e d , d e i o n i z e d w a t e r w a s d r o p p e d o n
t h e s l i d e a n d t h e n d r a i n e d o n t o fi l t e r p a p e r , a n d t h e n r e p e a t e d o n c e m o r e T h e s l i d e w a s
t h e n l e f t t o a i r d r y . T h e im a g e s w e r e p h o t o g r a p h e d o n a Z e i s s Su p r a 2 5 F E SE M (C a r l
Z e i s s M i c r o s c o p y G m bH , J e n a , G e r m a n y ) .
T r a n s m i s s i o n E l e c t r o n M i c r o s c o p y (T E M )
T h r e e t e c h n i q u e s w e r e u s e d t o v i e w n a n o p a r t i c l e s i n t h e d i s p e r s i o n m e d i a . T h e
fi r s t t e c h n i q u e u s e d s a m p l e s o f n a n o p a r t i c l e s i n d i s p e r s i o n m e d i a . T h e s a m p l e s w e r e
v i e w e d w i th T EM b y fi r s t p i p e t t i n g 2 |j L o f s a m p l e w i t h a s u b s e q u e n t 2 |j L a l i q u o t o f
u r i n y l a c e t a t e t o a c h a r g e d g r i d . T h e g r i d w a s d r i e d b y w i c k i n g w i t h fi lt e r p a p e r . N e x t ,
2 )J L o f s o d i u m p h o s p h o t u n g s t a t e (p H 7 ) w e r e a d d e d a n d t h e n d r i e d b y w i c k i n g w i t h fi lt e r
p a p e r . T h e s e c o n d t e c h n i q u e i n v o l v e d v i e w i n g t h e n a n o p a r t i c l e s d i s p e r s e d i n d e i o n i z e d
w a t e r . 2 |j ,L o f t h i s s a m p l e w a s d r o p p e d o n t o a g r i d a n d a l l o w e d t o a i r d r y T h e t h i r d
t e c h n i q u e i n v o l v e d v i e w i n g th e n a n o p a r t i c l e s d i s p e r s e d i n 0 1M H N O 3 . A l l im a g e s w e r e
p h o t o g r a ph e d o n a Z e i s s E M 9 1 0 T E M (C a r l Z e i s s M i c r o s c o p y G m b H , Je n a , G e r m a n y )
I n d u c t i v e l y C o u p l e d P l a s m a M a s s S p e c t r o m e t r y (I C P - M S )
Qu a n t i t a t i v e m e a s u r e m e n t o f n a n o p a r t i c l e c o n c e n t r a t i o n a n d m e t a l c o n t a m i n a t i o n
w a s d e t e r m i n e d w i t h a V a r i a n 82 0- M S I CP - M S (A g i l e n t T e c h n o l o g i e s , Sa n t a C l a r a , C A ) .
N a n o p a r t i c l e s o l u t i o n s w e r e fi r s t m i c r o w a v e di g e s t e d a c c o r d i n g t o E P A M e t h o d 3 0 5 2 i n
hy d r o g e n p e r o x i d e a n d c o n c e n t r a t e d n i t r i c a c i d F o r I C P - M S a n a l y s i s , s o l u t i o n s w e r e
d i l u t e d 1 : 1 0 , d i g e s t e d n a n o p a r t i c l e d i s p e r s i o n m e d i u m : 1 8 - M £^ w a t e r .
T o x i c o l o g i c a l A n a l y s i s
I n v i t r o c o - i n c u b a t i o n w i t h n a n o p a r t i c l e s a n d c o l l e c t i o n
A 5 4 9 c e l l s , a n im m o r t a l i z e d h u m a n t y p e
- I I a l v e o l a r e p i t h e l i a l c e l l l i n e , a n d
16 h b e l 4 o c e l l s , a b r o n c h i a l e p i t h e l i a l t r a n s f o r m e d c e l l l i n e , w e r e c u l t u r e d i n o u r
l a b o r a t o r y . F o r t h e c o - in c u b a t i o n e x p o s u r e s , p l a t i n g d e n s i t y w a s 2 0 0 , 0 0 0 c e l l s / w e l l i n a
s t a n d a r d 2 4 - w e l l p l a t e N iO i n e a c h d i s p e r s i o n m e d i u m w a s c o - i n c u b a t e d w i t h t h e c e l l s
f o r 4 a n d 2 4 h o u r s a n d e a c h c e l l l i n e w a s c u l t u r e d i n t h e a p p r o p r i a t e c e l l l i n e d i s p e r s i o n
m e d i u m a t a v o l u m e o f e i t h e r 3 0 0 |j ,L o r I m L . Su p e r n a t a n t a n d t h e ly s e d c e l l m o n o l a y e r i n
T R i z o l (C a r l s b a d , C A ) w e r e c o l l e c t e d f o r a n a l y s i s .
D e t e r m i n a t i o n o f D i s p e r s a n t a n d N a n o p a r t i c l e I n t e r f e r e n c e o n E L I SA
A q u a l i t y c o n t r o l r u n w a s c o n d u c t e d t o t e s t t h e e f f e c t o f n a n o p a r t i c l e s o n t h e
r e s p o n s e o f t h e E L I SA a s s a y . F o u r s e t s o f I L - 8 s t a n d a r d s w e r e m a d e i n e a c h o f t h e
f o l l o w i n g s o l u t i o n s : a s s a y d i l u e n t (t h e c o n t r o l a n d t h e s t a n d a r d s o l u t i o n f o r t h e
m a n u f a c t u r e r ' s p r o t o c o l ) , F - 1 2 K + F B S + l O i^ g /m L N iO , B S SM + l O i^ g / m L N iO , a n d F -
12 K + F6 8 + l O/i g / m L N iO . F o r t h e t e s t , e x p r e s s i o n o f i n t e r l e u k i n (I L ) - 8 w a s d e t e r m i n e d
f o l l o w i n g t h e m a n u f a c t u r e r
'
s p r o t o c o l w it h a T h e r m o M u l t i s k a n M C C (T h e r m o F i s h e r
S c i e n t i f i c I n c .
,
W a l t h a m
,
M A ) .
R T - q P C R
T h e m R N A g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s o f I L - 8 , H O - 1, a n d C O X - 2 m R N A w e r e
d e t e r m i n e d u s i n g R T - q PC R w i t h |3- a c t i n R N A a s t h e e n d o g e n o u s c o n t r o l T o t a l R N A
w a s i s o l a t e d f r o m f r o z e n c e l l l y s a t e i n T R i z o l a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r
'
s p r o t o c o l
F i r s t s t r a n d c D N A s y n t h e s i s a n d r e a l - t i m e R T - P C R w a s p e r f o r m e d a c c o r d i n g t o w o r k
d e s c r i b e d p r e v i o u s l y (B a u e r e t a l . 2 0 12 , J a s p e r s e t a l 2 0 0 1) P r i m e r a n d p r o b e
s e q u e n c e s w e r e o b t a i n e d f r o m A p p l i e d B i o s y s t e m s (F o s t e r C i t y , C a l i f o r n i a ) R T - q P C R
w a s p e r f o r m e d u s i n g a n A p p l i e d B i o s y s t e m s 7 5 0 0 R e a l - T im e P C R S y s t e m (F o s t e r C i t y ,
C a l i f o r n i a ) D a t a w e r e a n a l y z e d a c c o r d i n g t o t h e 2 -
^ ^ ^ '
i n e t h o d .
S t a t i s t i c a l A n a l y s i s
E a c h e x p e r im e n t w a s p e r f o r m e d i n t r i p l i c a t e , e x c e p t f o r t h e i n v i t r o e x p o s u r e s ,
w h i c h w e r e p e r f o r m e d i n q u a d r u p l i c a t e .
T h e s t u d e n t ' s t - t e s t w a s p e r f o r m e d t o c o m p a r e t h e m e a n s o f e a c h s e t o f r e s u l t s T o
u s e t h i s t e s t
,
w e m a d e t h r e e a s s u m p t i o n s : d a t a w e r e n o r m a l l y d i s t r i b u t e d , t h e y h a v e
s im i l a r v a r i a n c e s , a n d e a c h o f t h e s a m p l e s p r o du c e d i n d e p e n d e n t r e s u l t s . D a t a w e r e
p r e s e n t e d a s m e a n ± s t a n d a r d d e v i a t i o n a n d a p - v a l u e < 0 0 5 w a s c o n s i d e r e d t o b e
s i g n i f i c a n t
R e s u l t s
P h y s i c o c h e m i c a l A n a l y s i s
D y n a m i c L i g h t S c a t t e r i n g : N i O
W e fi r s t m e a s u r e d t h e s i z e o f t h e p a r t i c l e s i n d i s p e r s i o n m e d i a w i t h d y n a m i c l i g h t
s c a t t e r i n g t o c o m p a r e e a c h s o l u t i o n
'
s a b i l i t y t o m a i n t a i n p a r t i c l e s w i t h i n t h e a c c e p t e d
n a n o p a r t i c l e c l a s s i f i c a t i o n r a n g e (< 10 0 n m ) .
D y n a m i c l i g h t s c a t t e r i n g m e a s u r e m e n t s w e r e m a d e f o r e a c h c o n c e n t r a t i o n (0 ,
0 . 0 1 , 0 . 1 , 0 5 , 1 0 i^ g /m L ) o f N i O n a n o p a r t i c l e s i n d i s p e r s i o n m e d i a . F o r N iO , a t o t a l o f
f i v e d i s p e r s i o n m e d i a w e r e t e s t e d f o r b o t h t h e 16 h b e l 4 o a n d A 54 9 c e l l l i n e s , a n d f o r
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T i0 2 , t h r e e d i s p e r s i o n m e d i a w e r e t e s t e d f o r o n l y A 54 9 c e l l l i n e m e d i a . S a m p l e s w e r e
t e s t e d w i t h i n 3 0 m i n u t e s o f i n i t i a l p r e p a r a t i o n S e d i m e n t a t i o n b e g a n o c c u r r i n g q u i c k l y i n
1 0 |j ,g /m L N i O a n d 10 |j , g / m L T i O i s o l u t i o n s p o s t - s o n i c a t i o n .
B o t h t h e 16h b e l 4 o a n d t h e A 5 4 9 c e l l l i n e d i s p e r s i o n m e d i a v a r i e d w i d e l y i n t h e i r
a b i l i t y t o m a i n t a i n p a r t i c l e s i z e < 10 0 n m a n d i n t r a - a n d i n t e r - s a m p l e v a r i a b i l i t y w a s
p r o b l e m a t i c (F i g u r e 1 ) .
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C o n c e n t r a t i o n N iO ([i g /m L )
F i g u r e I : D y n a m i c l i g h t s c a t t e r i n g d a t a f o r N i O i n A 5 4 9 d i s p e r s i o n m e d i a . E r r o r b a r s r e p r e s e n t t h e
m e a n ± o n e s t a n d a r d d e v i a t i o n .
A m o n g s t t h e A 54 9 c e l l l i n e d i s p e r s i o n m e d i a , F - 1 2 K + F B S m a i n t a i n e d p a r t i c l e
s i z e b e l o w 10 0 n m t h e b e s t , w i t h t h e l o w e r c o n c e n t r a t i o n s m e e t i n g t h e c r i t e r i a u n t i l t h e
h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n s o f 1 - a n d 10 - p g / m L B SSM d i d n o t c o n t r o l t h e p a r t i c l e s i z e w i t h i n
t h e o p t im a l r a n g e f o r a n y c o n c e n t r a t i o n F - 12 K + F 6 8 s h o w e d a d o s e r e s p o n s e
r e l a t i o n s h i p w i t h i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n a n d s i z e o f t h e a g g l o m e r a t e d p a r t i c l e s ;
h o w e v e r , t h e p a r t i c l e s i z e w a s n o t m a i n t a i n e d b e l o w 1OOn m f o r a n y c o n c e n t r a t i o n .
F o r t h e 1 6 h b e l 4 o c e l l l i n e
,
M E M + F 6 8 s h o w e d a d o s e r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p w i t h
r e s p e c t t o p a r t i c l e s i z e a n d c o n c e n t r a t i o n , b u t a s w i t h t h e r e l a t e d d i s p e r s i o n m e d i a f o r
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A 54 9 c e l l s , i t d i d n o t m e e t t h e c r i t e r i a f o r m a i n t a i n i n g p a r t i c l e s i z e u n d e r 1 0 0 n m f o r a n y
c o n c e n t r a t i o n (F i g u r e 2 ) . M E M + F B S c o n t r o l l e d p a r t i c l e s i z e w i t h i n t h e d e s i r e d r a n g e
u n t i l t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n , 1 0 - |j g / m L
6 0 0 n
4 0 0 -
< 2 0 0
-
N
D y n a m i c L i g ht S c a t t e r i n g :







I I M E M + F 6 8






^ ^ « >\ - V
^
C o n c e n t r a t i o n N iO (fx g /m L )
F i g u r e 2 : D y n a m i c l i g h t s c a t t e r i n g d a t a f o r N i O i n 16 h b e l 4 o
- d i s p e r s i o n m e d i a . E r r o r b a r s r e p r e s e n t
t l i e m e a n ± o n e s t a n d a r d d e v i a t i o n .
W h e n b o th c e l l l in e d i s p e r s i o n m e d i a a r e c o m p a r e d , t h e m e d i u m t h a t b e s t c o n t r o l s
f o r t h e s i z e a n d a g g l o m e r a t i o n s t a t u s b e l o w 10 0 n m i s t h e c o n v e n t i o n a l c e l l c u l t u r e
m e d i u m f o r t h a t p a r t i c u l a r c e l l l i n e A l l d i s p e r s i o n m e d i a p r o d u c e d s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t
p a r t i c l e s i z e s a t e a c h c o n c e n t r a t i o n
D y n a m i c L i g h t S c a t t e r i n g : T i 0 2
A l l c o n c e n t r a t i o n s o f T i 0 2 i n t h e c o n v e n t i o n a l A 54 9 c e l l c u l t u r e m e d i u m , F - 12 K
+ F B S
,
w i t h t h e e x c e p t i o n o f 1 0 |i g /m L , w h i c h r a p i d l y s e d i m e n t s p o s t - s o n i c a t i o n ,
m a i n t a i n e d p a r t i c l e s i z e b e l o w 10 0 n m . N e i t h e r B S SM n o r F - 12 K + F 6 8 s u f f i c i e n t l y
d i s p e r s e d T iO i t o m e e t t h e p a r t i c l e s i z e c r i t e r i a (F i g u r e 3 )
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C o n c e n t r a t i o n N iO ([i g /m L )
F i g u r e 3 : D y n a m i c l i g h t s c a t t e r i n g d a t a f o r T i O i i n A 5 4 9 d i s p e r s a n t s . E r r o r b a r s r e p r e s e n t t h e m e a n
± o n e s t a n d a r d d e v i a t i o n .
^- p o t e n t i a l
T h e ^- p o t e n t i a l o f T i O i i n A 54 9 c e l l d i s p e r s i o n m e d i a w a s m e a s u r e d ^- p o t e n t i a l
i s a n a n a l y t i c a l m e a s u r e m e n t t h a t m e a s u r e s t h e e l e c t r o s t a t i c i n t e r a c t i o n s b e t w e e n p a r t i c l e s
i n c o l l o i d a l s o l u t i o n s . T h e m e a s u r em e n t p r o v i d e s i n f o r m a t i o n a b o u t t h e d e g r e e o f
s t a b i l i t y i n c o l l o i d a l o r d i s p e r s e d s o l u t i o n s . K n o w i n g t h e l e v e l o f s t a b i l i t y i n e a c h
d i s p e r s i o n m e d i u m w i l l p r o v i d e i n s i g h t o n t h e i n t e r a c t i o n s b e t w e e n t h e n a n o p a r t i c l e s , d e -
a g g l o m e r a t i n g a g e n t s , a n d c e l l c u l t u r e m e d iu m A v a l u e ± 4 0 o r g r e a t e r i s a n i n d i c a t i o n o f
g o o d s t a b i l i t y . N o n e o f t h e d i s p e r s i o n m e d i a w e r e i n t h e s t a b l e r a n g e a n d t h e b e h a v i o r
b e t w e e n n a n o p a r t i c l e s , d e - a g g l o m e r a t i n g a g e n t , a n d c e l l c u l t u r e m e d i u m c a n b e a s s u m e d
t o b e u n s t a b l e a n d r a p i d l y f l o c c u l a t i n g S i n c e N iO i s m a g n e t i c , ^- p o t e n t i a l w a s n o t
a t t e m p t e d d u e t o m e a s u r e m e n t i n t e r f e r e n c e .
T a b l e 1 : ^- p o t e n t i a l m e a s u r e m e n t s f o r T i 0 2 i n t h r e e d i s p e r s i o n m e d i a .
T i 0 2 (0 , 0 . 0 1 , 0 . 1 , 0 . 5 , 1 . 0 , 1 0 n g /m L )
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,
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,
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,
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,
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I C F - M S
O n c e t h e d i s p e r s i o n m e d i a w e r e e v a l u a t e d f o r p a r t i c l e s i z e a n d s t a b i l i t y , t h e
q u e s t i o n r e m a i n e d a s t o w h e t h e r o r n o t t h e d e l i v e r e d d o s e e q u a l e d t h e t a r g e t e d d o s e D u e
t o i t s a b i l i t y t o k e e p t h e a v e r a g e p a r t i c l e s i z e i n t h e < 10 0 n m r a n g e , F - 12 K + F B S w a s
c h o s e n t o m e a s u r e p o t e n t i a l c o n t am i n a t i o n b y o t h e r t o x i c m e t a l s a n d f o r c o n c e n t r a t i o n
v a l i d a t i o n
Q u a n t i t a t i v e m e a s u r e m e n t o f t h e c o n c e n t r a t i o n o f N i i n t h e F - 1 2 K + F B S m e d i u m
a t c o n c e n t r a t i o n s o f 0 . 0 1, 0 1 , 0 5 , 1 . 0 , a n d 10 |a g / m L N i O c o n f i r m e d t h a t t h e s e r i a l
d i l u t i o n s r e f l e c t e d t h e t a r g e t e d c o n c e n t r a t i o n s (F i g u r e 4 ) A l i n e a r r e g r e s s i o n w a s f i t t o
t h e d a t a w i t h a n R ^ o f 0 . 9 9 6 1
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T h e o r e t ic a l C o n c e n t r a t io n N i ( p p m )
• M e a s u r e d C o n c e n t r a t i o n N iO
® T h e o r e t i c a l C o n c e n t r a t i o n N i O
F i g u r e 4 : M e a s u r e d C o n c e n t r a t i o n o f N i v s . T h e o r e t i c a l C o n c e n t r a t i o n o f N i . E r r o r b a r s r e p r e s e n t
t h e m e a n ± o n e s t a n d a r d d e v i a t i o n .
A p a n e l o f m e t a l s (A l , T i , V , C r , C u , A s , A g , C d , P b ) w a s m e a s u r e d t o d e t e r m i n e
t h e p r e s e n c e o f u n d e s i r a b l e m e t a l c o n t a m i n a t i o n N o s i g n i fi c a n t c o n t a m i n a t i o n w a s
m e a s u r e d .
D u e t o p r e s e n c e o f s e d i m e n t a t i o n i n t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n , 1 0 |i g /m L , w e
a d d e d a h i g h e r c o n c e n t r a t i o n , 1 0 0 [x g / m L , t o d e t e r m i n e i f t h e d e l i v e r e d d o s e d e v i a t e d
e v e n f i i r t h e r f r o m th e t a r g e t e d d o s e w i t h i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n (F i g u r e 5 )
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T h e o r e t ic a l C o n c e n t r a t io n N i (p p m )
• M e a s u r e d C o n c e n t r a t i o n N i O
® T he o r e t i c a l C o n c e n t r a t i o n N iO
F i g u r e 5 : M e a s u r e d C o n c e n t r a t i o n o f N i v s . T h e o r e t i c a l C o n c e n t r a t i o n o f N i . E r r o r b a r s r e p r e s e n t
t h e m e a n ± o n e s t a n d a r d d e v i a t i o n .
T h e h i g h e s t m e a s u r e d c o n c e n t r a t i o n s
' m e a n s d i f f e r e d s i g n i f i c a n t l y f r o m t h e
t a r g e t e d , o r t h e o r e t i c a l d o s e o f N i (T a b l e 2 ) . T h i s t r e n d i n d i c a t e s t h a t a t c o n c e n t r a t i o n s o f
10 |J , g /m L a n d a b o v e , t h e r e i s a r a p i d l o s s o f m a t e r i a l i n s o l u t i o n d u e t o s e d im e n t a t i o n
T a b l e 2 : M e a s u r e d C o n c e n t r a t i o n o f N i v s . T h e o r e t i c a l C o n c e n t r a t i o n o f N i d e s c r i p t i v e s t a t i s t i c s . A s
t h e t h e o r e t i c a l c o n c e n t r a t i o n i n c r e a s e s a b o v e 1 n g / m L , t h e m e a s u r e d c o n c e n t r a t i o n b e g i n s t o d e v i a t e
s i g n i f i c a n t ly f r o m t h e t a r g e t e d c o n c e n t r a t i o n .
M e a s u r e d C o n c e n t r a t i o n N i (p p m )
T h e o r e t i c a l C o n c e n t r a t i o n
,
I\ i (p pm )
M e a n
0 17 8 8 5 6 6 7
C o n i l d e n c e I n t e r v a l S i g n i f i c a n t ?
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1 0 )j g /m L ) w i t h I C P - M S A ft e r m u l t i p l e a t t e m p t s u t i l i z i n g v a r i o u s d i g e s t i o n
t e c hn i q u e s , w e f o u n d t h a t T i O i w a s t o o d i f f i c u lt t o s t u d y w i t h i n t h e c o n f i n e s o f o u r s t u d y
d e s i g n a n d d e t e c t i o n l im it . T i 0 2 c o n t i n u a l ly c l o g g e d s a m p l e l i n e s i n t h e c o n c e n t r a t i o n
r a n g e , e v e n w i t h t h e a d d i t i o n o f d i g e s t i o n D i l u t i o n w a s a t t e m p t e d , h o w e v e r , t h i s
c o m p r o m i s e d t h e s e n s i t i v i t y o f t h e i n s t r u m e n t f o r d e t e c t i n g o u r c o n c e n t r a t i o n r a n g e
SE M
S i n c e d y n a m i c l i g h t s c a t t e r i n g a n d I C P - M S m e a s u r e m e n t s i n d i c a t e d t h a t c o m p l e x
t r a n s p o r t p r o c e s s e s w e r e o c c u r r i n g d u e t o t h e p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s o f t h e
n a n o p a r t i c l e s i n d i s p e r s i o n m e d i a , a q u a l i t a t i v e a p p r o a c h w a s s o u g h t o u t t o c o n f i r m th e
p a r t i c l e s i z e s , a g g l o m e r a t i o n s t a t u s , a n d u n i f o r m i t y o f t h e d i s p e r s i o n m e d i a . Se v e r a l
m e t h o d s w e r e u s e d t o v e r i f y s h a p e , p a r t i c l e s i z e , a n d d e g r e e o f a g g l o m e r a t i o n o f
n a n o p a r t i c l e s i n m e d i a w i t h S E M T h e f i r s t m e t h o d , w h i c h d r i e d t h e n a n o p a r t i c l e -
d i s p e r s a n t s o l u t i o n i n a v a c u u m , y i e l d e d p o o r r e s u l t s o n SE M d u e t o l a r g e p a r t i c l e s i z e
a n d t h e i n a b i l i t y t o d i s t i n g u i s h n a n o p a r t i c l e s f r o m a r t i f a c t s i n t h e d i s p e r s i o n m e d i u m T h e
s e c o n d m e t h o d u s e d f i x a t i v e s a n d a s e r i e s o f w a s h e s t o m a i n t a i n t h e p a r t i c l e s a s t r u e t o
o r i g i n a l s i z e a s p o s s i b l e . T h i s a t t e m p t a l s o y i e l d e d n o p r a c t i c a l r e s u l t b e c a u s e t h e r e w e r e
s t i l l a s i g n i f i c a n t a m o u n t o f a r t i f a c t s p r e s e n t i n a dd it i o n t o t h e i n a b i l i t y t o d i s t in g u i s h N i O
n a n o p a r t i c l e s f r o m t h e c o m p o n e n t s o f t h e d i s p e r s i o n m e d i u m .
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T E M
A f t e r SEM p r o v e d i t s e l f u n u s a b l e , s e v e r a l m e th o d s w e r e u s e d t o v e r i fy s h a p e ,
p a r t i c l e s i z e , a n d d e g r e e o f a g g l o m e r a t i o n w it h T E M T h e fi r s t m e t h o d , w h i c h i n v o l v e d
f i x a t i v e s a n d w i c k - d r y i n g , w a s a t t e m p t e d i n h o p e s o f p r o d u c i n g a m i n i m a l l y i n v a s i v e
t e c h n i q u e i n w h i c h t o v i e w n a n o p a r t i c l e s i n d i s p e r s i o n m e d i u m H o w e v e r , t h e
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F ig u r e 7 : B SS M . M a g n i f i c a t i o n : 5 0 0 0 0 X .
S i n c e t h e d e s i r e w a s t o v i e w t h e n a n o p a r t i c l e s i n d i s p e r s i o n m e d i a i n a s c l o s e t o
t h e o r i g i n a l s t a t e a s p o s s i b l e , f u r t h e r a t t e m p t s t o d i s t i n g u i s h t h e n a n o p a r t i c l e s f r o m t h e
d i s p e r s i o n m e d i u m w e r e n o t c o n t i n u e d a f t e r t h e s e l e s s i n v a s i v e t e c h n i q u e s f a i l e d .
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T o x i c o l o g i c a l A n a l y s i s
A t t h i s p o i n t , w e d e c i d e d t h a t w e h a d e x h a u s t e d a l l a n a ly t i c a l t e c h n i q u e s t h a t
c o u l d c h a r a c t e r i z e t h e n a n o p a r t i c l e s i n d i s p e r s i o n m e d i a W e k n o w f r o m p h y s i c o c h e m i c a l
m e a s u r e m e n t s t h a t t h e a v e r a g e d i am e t e r o f t h e a g g l o m e r a t e s i s h i g h l y v a r i a b l e , p r o d u c e s
a n o n - u n i f o r m s i z e d i s t r i b u t i o n , a n d t h e d e l i v e r e d d o s e d e v i a t e s f r o m t h e t a r g e t e d d o s e a t
h i g h c o n c e n t r a t i o n s F u r t h e r m o r e , w e c a n n o t q u a l i t a t i v e l y v e r i f y t h e s t a t u s o f o u r
d i s p e r s i o n w it h E M w i t h o u t f i r s t a d u l t e r a t i n g t h e s a m p l e s S i n c e w e k n o w w e a r e s e e i n g
a m i x t u r e o f t r a n s p o r t p r o c e s s e s a n d s o l u t i o n d y n a m i c s , w e c a n n o t f u l l y u n d e r s t a n d t h e
e x p o s u r e c o n d i t i o n s t o w h i c h o u r c e l l s w i l l b e e x p o s e d
A l t h o u gh t h e a f o r e m e n t i o n e d p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s a r e im p o r t a n t i n
c o n s i d e r a t i o n o f t h e e x a c t e x p o s u r e c o n d i t i o n s , t h e e n v i r o n m e n t w it h i n t h e h u m a n
r e s p i r a t o r y t r a c t m a y p r o d u c e e q u a l l y , i f n o t g r e a t e r , p o t e n t i a l f o r v a r i a t i o n
C u r r e n t l y , m a n y i n t h e fi e l d s o f t o x i c o l o g y a n d e x p o s u r e s c i e n c e j u s t i f y t h e i r
e x p o s u r e c o n d i t i o n s b y u s i n g t h e a r g u m e n t t h a t e n v i r o n m e n t a l a n d b i o l o g i c a l c o n d i t i o n s
a r e h i g h l y v a r i a b l e i n - a n d o f - t h e m s e l v e s a n d t h a t t h o s e c o n d i t i o n s f r e e l y f o r c e
a g g l o m e r a t i o n a n y w a y . I f w e a r e t o a s s u m e t h a t t h e p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s a n d
s o l u t i o n d y n a m i c s a r e a n i n h e r e n t p r o p e r t y o f t h e d o s e i t s e l f , w e a s s u m e t h a t a c o n s t a n t
e x p o s u r e m e t r i c b a s e d o n m a s s c o n c e n t r a t i o n o c c u r s b e t w e e n e a c h m e d i a a n d t h e i r
r e s p e c t i v e n a n o p a r t i c l e t r a n s p o r t p r o c e s s e s d u r i n g c o - i n c u b a t i o n w i t h c e l l s .
E L I S A
A n E L I SA q u a l i t y c o n t r o l r u n w a s d e s i g n e d t o t e s t f o r t h e p o t e n t i a l i n t e r f e r e n c e
o f n a n o p a r t i c l e s w i t h t h e E L I SA a s s a y o r t h e p r o t e i n s i n s u p e r n a t a n t . A l l t h r e e d i s p e r s i o n
m e d i a w i t h 10 [j ,g /m L N i O n a n o p a r t i c l e s p r o d u c e d a s i g n i fi c a n t l y l o w e r c o n c e n t r a t i o n o f
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I L - 8 w h e n c o m p a r e d t o t h e a s s a y d i l u e n t f o r t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n s o f I L - 8 (F i g u r e 8 ,
s e e A p p e n d i x T a b l e A . l f o r p - v a l u e s )
E L I S A Qu a l it y C o n t r o l : I L - 8 S ta n d a r d s P r e p a r e d w i t h
10 u g/ m L N i O N a n o p a r ti c l e s + V a r i e d M e d ia
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20 8 i












* F - 12 K + F 6 8 + 10 Ug /m L N i O
■ F - 12 K + F B S + l O i^ g /m L N iO
4 B SS M + l O i^ g / m L N iO
• A s s a y D i l u e n t (C o n t r o l )
«
I I I 1 1 I I I
1 0
■ 1 1 I I I
10 0 ^
■ho
T h e o r e t i c a l I L - 8 C o n c e n t r a t i o n (p g / mL )
F i gu r e 8 : E L I S A q u a l i t y c o n t r o l r u n . I L
- 8 s t a n d a r d s w e r e p r e p a r e d i n a s s a y d i l u e n t (c o n t r o l ) a n d
t h r e e d i s p e r s i o n m e d i a w i t h n a n o p a r t i c l e s . T h e (
* ) a b o v e t h e p o i n t s d e n o t e s a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e
b e t w e e n t h e m e a s u r e d c o n c e n t r a t i o n o f I L - 8 i n a s s a y d i l u e n t f r o m t h e m e a s u r e d c o n c e n t r a t i o n i n a l l
t h r e e d i s p e r s i o n m e d i a .
T h e i m p l i c a t i o n s t h a t a r i s e f r o m t h i s d a t a s u g g e s t t h a t a s i g n i fi c a n t u n d e r
p r e d i c t i o n o f I L - 8 p r o t e i n l e v e l s w i l l o c c u r i n s o l u t i o n s t h a t c o n t a i n n a n o p a r t i c l e s . D u r i n g
a n d a f t e r e x p e r im e n t a t i o n , t h e d i s p e r s i o n m e d i a , w h i c h b e c o m e s t h e s u p e r n a t a n t o n c e c o -
i n c u b a t e d w i t h t h e c e l l s , w i l l s t i l l c o n t a i n n a n o p a r t i c l e s a f t e r i t i s c o l l e c t e d f o r p r o t e i n
a n a l y s i s . T h e c o n c e n t r a t i o n a n d s i z e o f t h e p a r t i c l e s i n t h i s s o l u t i o n i s u s u a l l y n o t
m e a s u r e d . E v e n m o r e s i g n i fi c a n t t h a n t h i s i n t e r f e r e n c e i s t h a t i t o c c u r s i n c o n c e n t r a t i o n s
l o w e r t h a n 1 0 |j .g /m L (d u e t o t h e s e r i a l d i l u t i o n s ) a n d i t s h o u l d b e n o t e d t h a t m o s t
n a n o t o x i c o l o g i c a l r e s e a r c h i s c a r r i e d o u t a t h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s T h e d a t a p r e s e n t e d i n
F i g u r e 8 p r e s e n t o b s t a c l e s t o a c c u r a t e p r o t e i n q u a n t i t a t i o n a n d f u r t h e r r e i n f o r c e t h e
e f f e c t s o f n a n o p a r t i c l e s o n p r o t e i n - b i n d i n g (T i r a d o - M i r a n d a e t a l 2 0 0 3 )
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S i n c e t h e N iO n a n o p a r t i c l e s i n t e r f e r e d w i t h p r o t e i n d e t e c t i o n i n t h e E L I SA a s s a y ,
m R N A l e v e l s w e r e m e a s u r e d t o d e t e c t b i o m a r k e r s o f e x p o s u r e t o n a n o p a r t i c l e s . A l t h o u g h
n a n o p a r t i c l e s t h a t w e r e a b s o r b e d i n t o o r o n t o t h e c e l l m o n o l a y e r w e r e c o l l e c t e d i n t h e c e l l
l y s a t e , w e a s s u m e d t h a t t h e s e r i e s o f w a s h e s , c h e m i c a l r e a c t i o n s , a n d c e n t r i f u g a t i o n t h a t
o c c u r d u r i n g m R N A i s o l a t i o n p u r g e d t h e s a m p l e s o f n a n o p a r t i c l e c o n t a m i n a t i o n
T o s e e h o w p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s o f d i s p e r s i o n m e d i a a f f e c t b i o l o g i c a l
e n d p o i n t s , w e s t im u l a t e d A 5 4 9 c e l l s a t d i f f e r e n t t im e p o i n t s b e c a u s e w e d i d n o t k n o w
w h e n t h e b i o m a r k e r s w o u l d a p p e a r , t h e r a t e o f r e s p o n s e , o r t h e r o u t e o f t o x i c i t y , i f t h e r e
w a s a n y . W e a l s o d i d n o t k n o w h o w t h e p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s o f d i s p e r s i o n m e d i a ,
s u c h a s s i z e
,
a g g l o m e r a t i o n r a t e s a n d s t a t u s , d i s p e r s a n t b e h a v i o r (d o e s i t s t i c k t o t h e
a g g l o m e r a t e s a s it d i d d u r i n g t h e E L I SA a s s a y ? ) , n o n - u n i f o r m d e p o s i t i o n p a t t e r n , a n d
d e l i v e r e d c o n c e n t r a t i o n w o u l d c r o s s - r e a c t w it h t h e b i o l o g i c a l c h a r a c t e r i s t i c s
A 5 4 9 c e l l s w e r e c o - i n c u b a t e d w i t h N i O n a n o p a r t i c l e s f o r 4 a n d 2 4 h o u r s . I n
F i g u r e 9 , w e s e e t h a t t h e r e l a t i v e e x p r e s s i o n l e v e l o f H O - 1 v a r i e d a t d i f f e r e n t t im e p o i n t s
a n d b e t w e e n d i s p e r s i o n m e d i a . T h e r e w a s h i g h v a r i a b i l i t y i n H O - 1 e x p r e s s i o n w i t h i n
i n d i v i d u a l d i s p e r s i o n m e d i a c o n c e n t r a t i o n s a n d b e t w e e n d i f f e r e n t d i s p e r s i o n m e d i a A l l
t h r e e d i s p e r s i o n m e d i a d i d n o t s h o w a r e s p o n s e a t f o u r h o u r s A t 2 4 h o u r s , a r e s p o n s e w a s
s e e n , b u t d u e t o t h e h i g h d e g r e e o f v a r i a b i l i t y a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n w i t h i n t h e
m e a s u r e m e n t s
,
t h e r e w a s n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e c o n c e n t r a t i o n s
w i t h i n a n y i n d i v i du a l d i s p e r s i o n m e d i a H o w e v e r , d i s p e r s i o n m e d i a p r o d u c e d d i f f e r e n c e s
i n H O - 1 e x p r e s s i o n l e v e l .
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E f f e c t o f T im e P o in t : C o - i n c u b a t io n
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B S SM , 2 4 h
C o n c e n t r a t io n N iO ([i g /m L ) ,
i n o r d e r f r o m l e ft t o r i g h t : 0 , 1 , 10 ji g /m L
F i g u r e 9 : E f f e c t o f T i m e P o i n t o n t h e R e l a t i v e E x p r e s s i o n L e v e l o f H O
- 1 m R N A . C o - i n c u b a t i o n i n
D i f f e r e n t M e d ia f o r 4 a n d 2 4 h o u r s a t 1 - m L o f m e d i a h e i g h t . E r r o r b a r s r e p r e s e n t t h e m e a n ± o n e
s t a n d a r d d e v i a t i o n .
Si n c e 2 4 h o u r s p r o du c e d a r e s p o n s e i n F - 12 K + F B S a n d F - 12 K
- ^ F 6 8 m e d i a
,
w e
d e c i d e d t o d r o p B SSM fr o m f u r t h e r c o n s i d e r a t i o n . A d d i t i o n a l l y , B S SM p r o d u c e d l a r g e
a n d i n c o n s i s t e n t p a r t i c l e s d u r i n g t h e p h y s i c o c h e m i c a l a n a l y s i s , w h i c h f u r t h e r w a r r a n t e d
i t s d i s c o n t i n u a t i o n i n t h e s t u d y (s e e F i g u r e 1 )
T o s e e h o w t h e p h y s i c o c h e m i c a l f o r c e s a f f e c t e d i n t r a - s a m p l e v a r i a b i l i t y o f t h e
r e l a t i v e e x p r e s s i o n l e v e l o f H O - 1 , 1 r e d u c e d t h e m e d i a h e i g h t f r o m 1 - m L t o 3 0 0 - |i L .
(H i n d e r l i t e r e t a l 2 0 10 ) s t a t e t h a t a t l o w e r v o l u m e s , m o r e p a r t i c l e s w o u l d b e i n c o n t a c t
w i t h t h e c e l l s
,
d e l i v e r e d m o r e r a p i d ly , a n d a g r e a t e r f r a c t i o n w o u l d i n t e r a c t w i t h t h e
m o n o l a y e r r a t h e r t h a n s t a y s u s p e n d e d i n d i s p e r s i o n m e d i a A c c o r d i n g t o t h e s e fi n d i n g s ,
l o w e r i n g t h e m e d i a h e i gh t w i l l a l l o w f o r i n c r e a s e d c o n t a c t b e t w e e n t h e n a n o p a r t i c l e s a n d
c e l l s a n d i n c r e a s e t h e p o s s i b i l i t y o f a m o r e t a r g e t e d e x p o s u r e
2 0
T a b l e 3 s h o w s t h a t l e s s v a r i a b i l i t y o c c u r s i n t h e m e a s u r e m e n t o f b o t h l L - 8 a n d
H O - 1 a t 3 0 0 - ^ L m e d i a h e i gh t .
T a b l e 3 : E f f e c t o f M e d i a H e i g h t . R e l a t i v e E x p r e s s i o n L e v e l o f T w o E n d p o i n t s i n A 54 9 c e l l s i n
D i f f e r e n t M e d ia
1- m L 3 0 0 - i^ L
F - 1 2 K +
F B S , I L - 8
F - 12 K +











8 . 3 2 1 1 9 6
9 2 2 9 9 7
18 13 1 5 17
3 9 5 2 . 6 1
n = 3
1 . 37 0 . 2 6
1 . 5 0 0 3 3
2 0 5 0 8 0
1 57 0 . 4 8
n = 4
2 5 7 1 3 7
6 18 1 7 2
6 5 8 4 . 7 2
9 . 4 2 2 . 2 1
n = 4
1 7 2 0 . 6 6
2 14 0 4 1
2 3 7 0 4 6
2 . 8 3 0 . 3 4
F r o m t h e d a t a p r e s e n t e d i n T a b l e 3 , w e c a n s e e h o w t h e m e d i a h e i g h t a f f e c t s t h e
c o n t a c t b e tw e e n n a n o p a r t i c l e s a n d t h e c e l l m o n o l a y e r . A s t h e h e i g h t o f t h e m e d i a
d e c r e a s e s
,
t h e s t a n d a r d d e v i a t i o n d e c r e a s e s
,
a n d t h u s
,
a m o r e r e p e a t a b l e e x p o s u r e
d e p o s i t i o n o c c u r s S i n c e t h e im p a c t o f m e d i a h e i g h t i s a p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t y , w e
c a n c o n c l u d e t h a t p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s a f f e c t b o t h t h e e x p o s u r e a n d t h e
m e a s u r e m e n t o f b i o l o g i c a l e n d p o i n t s .
A s d e m o n s t r a t e d b y a dj u s t i n g t h e m e d i a h e i g h t , t h e a s s u m p t i o n b a s e d o n m a s s
c o n c e n t r a t i o n e q u i v a l e n c y b e t w e e n d i s p e r s i o n m e d i a a n d t h e i r t r a n s p o r t p r o c e s s e s do e s
n o t p r o du c e a c o n s t a n t e x p o s u r e m e t r i c . C l e a r l y , t r a n s p o r t p r o c e s s e s c h a n g e w i t h
2 1
i n c r e a s e d p r o x i m i t y t o t h e c e l l m o n o l a y e r s i n c e a l a r g e r f r a c t i o n o f p a r t i c l e s a r e u p t a k e n
b y b o t h p h y s i c a l a n d c e l l u l a r p r o c e s s e s .
W e a s s u m e d d o s e e q u i v a l e n c y w i t h m e d i a h e i g h t a n d f o u n d t h a t t h i s a s s u m p t i o n
w a s f a l s e d u e t o p h y s i c o c h e m i c a l in t e r a c t i o n s C a n w e r u l e o u t t h a t t h e p h y s i c o c h e m i c a l
i n t e r a c t i o n s a r e n o t a p r o p e r t y o f t h e A 5 4 9 c e l l l in e ? S t u d i e s h a v e s h o w t h a t t h i s c e l l l i n e
i s n o t a s s e n s i t i v e a n d i n v e s t i g a t o r s h a v e i n c r e a s i n g ly c h o s e n t o m o v e a w a y f r o m u s i n g
t u m o r - d e r i v e d c e l l l i n e s . 1 6 h b e l 4 o - i s a b r o n c h i a l t r a n s f o r m e d c e l l l i n e t h a t w a s d e r i v e d
f r o m n o r m a l h u m a n b r o n c h i a l e p i t h e l i u m T h e c e l l l i n e i s p r i z e d f o r i t s a b i l i t y t o r e t a i n
d i f f e r e n t i a t e d e p i t h e l i a l m o r p h o l o g y a n d f i i n c t i o n (W e s t m o r e l a n d e t a l 1 9 9 9 , C o z e n s e t
a l 19 94 ) .
O v e r t h e s a m e r a n g e o f c o n c e n t r a t i o n s a n d w i t h t w o d i f f e r e n t s u r f a c t a n t s , F B S
a n d F 6 8
,
w e fi n d t h a t t h e t w o c e l l l i n e s a r e r e s p o n s i v e t o d i f f e r e n t di s p e r s i o n m e d i a
(F i g u r e 10 )
C o - i n c u b a t i o n o f N iO in V a r i e d M e d ia w i th D i f f e r e n t C e l l L in e s f o r 2 4 h :
R e la t i v e E x p r e s s i o n L e v e l o f H O - 1











n l 6 hb e l 4 o i n M E M + F 6 8
I I A 5 4 9 in F 12 K + F 6 8
16hb e l 4 o i n M E M + F B S
A 5 4 9 in F 12 K + F B S
\ - V
^
C o n c e n tr a t i o n N iO ( (A g /m L )
F i g u r e 10 : E f f e c t o f C e l l L i n e o n t h e R e l a t i v e E x p r e s s i o n L e v e l o f H O
- L E r r o r b a r s r e p r e s e n t t h e
m e a n ± o n e s t a n d a r d d e v i a t i o n . (* ) d e n o t e s s t a t i s t i c a l s i g n i fi c a n c e a t t h e a l p h a = 0 . 0 5 l e v e l .
2 2
F i g u r e 10 i l l u s t r a t e s t h a t t h e r e s p o n s e t o H O - 1 i s b o t h d i s p e r s i o n m e d i u m a n d c e l l
l i n e d e p e n d e n t . A d d i t i o n a l l y , e a c h c e l l l i n e i s r e s p o n s i v e t o d i f f e r e n t d i s p e r s i o n m e d i a ,
r a t h e r t h a n a s i n g u l a r s u r f a c t a n t p r o du c i n g t h e s a m e d i s p e r s i o n e f f e c t a c r o s s c e l l l i n e s .
A 5 4 9 c e l l s s h o w a d o s e r e s p o n s e t o F - 1 2 K + F 6 8 , w i t h t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n 1 0 -
|j g / m L , s h o w i n g s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e o v e r t h e c o n t r o l T h e r e w a s n o r e s p o n s e i n A 54 9
c e l l s t o t h e F - 12 K + F B S d i s p e r s i o n m e d i u m C o n v e r s e l y , 1 6 h b e l 4 o
- c e l l s r e s p o n d e d t o
M E M + F B S w i t h t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n s h o w i n g s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e o v e r t h e
c o n t r o l . T h e r e w a s n o s t a t i s t i c a l ly s i g n i f i c a n t r e s p o n s e t o 1 6 h b e l 4 o - c e l l s i n M E M + F 6 8
d i s p e r s i o n m e d i u m .
A s s u m i n g th a t t h e c o n c e n t r a t i o n s d e l i v e r e d w e r e e q u i v a l e n t b a s e d o n m a s s
c o n c e n t r a t i o n
,
o n e w o u l d c o n c l u d e f r o m F i g u r e 1 0 t h a t e a c h c e l l l i n e r e s p o n d s t o
d i f f e r e n t d i s p e r s i o n m e d i a a n d t h a t t h e
"
r e s p o n s i v e
"
d i s p e r s i o n m e d i a fo r t h e r e s p e c t i v e
c e l l l i n e s w a s t h e b e s t e x p o s u r e d e l i v e r y m e t h o d w i t h w h i c h t o e v a l u a t e n a n o t o x i c i t y .
A d d i t i o n a l l y , o n e w o u l d c o n c l u d e t h a t b o t h c e l l l i n e s a r e n o t r e s p o n s i v e t o c o n c e n t r a t i o n s
o f n a n o p a r t i c l e s b e l o w 10 |j g / m L H o w e v e r , w h e n t h e p hy s i c o c h e m i c a l p r o p e r t y o f
p a r t i c l e s i z e i s o v e r l a i d , o n e s e e s t h a t t h e t w o c e l l l i n e s t h a t h a v e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t
r e s p o n s e s a r e a c t u a l l y r e s p o n d i n g t o d i f f e r e n t s i z e d p a r t i c l e s , e v e n t h o u g h t h e
c o n c e n t r a t i o n d e l i v e r e d i s e q u i v a l e n t (F i g u r e 1 1 ) . A l t h o u gh n e i t h e r c e l l l i n e r e s p o n d s t o a
p a r t i c l e s i z e i n t h e n a n o p a r t i c l e r a n g e < 10 0 n m , t h e 1 6 h b e l 4 o - c e l l s h a v e a s t a t i s t i c a l l y
s i g n i f i c a n t r e s p o n s e a t a n a v e r a g e p a r t i c l e s i z e o f 1 6 3 3 n m (c o n c e n t r a t i o n : 10 |J g /m L ,
d i s p e r s i o n m e d i u m : M E M + F B S ) c o m p a r e d t o t h e A 54 9 c e l l s , w h i c h e l i c i t a s t a t i s t i c a l ly
s i g n i f i c a n t r e s p o n s e a t a n a v e r a g e p a r t i c l e s i z e o f 6 3 6 . 2 n m (c o n c e n t r a t i o n : 10 |j , g /m L ,
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d i s p e r s i o n m e d i u m : F - 1 2 K + F 6 8 )
a ) A 549 C e ll s
- i n c u b a t i o n o f N i O in V a r ie d M e d i a w it h D if f e r e n t C e l l L i n e s f o r 2 4 h :
R e l a t iv e Ex p r e s s i o n L e v e l o f H O
- 1
3 0 0 ^ L M e d ia H e ig l i t
r 2 S 0 0
z o o o
1 5 0 0 q
C o n c e n t r a t i o n N iO (n g / m L )
^ H O - 1 R e s p o n s e : A S 4 9 i n F - 1 2 K + F B S
I I H O - 1 R e s
p
o n s e : A 5 4 9 i n F I 2 K + F 6 8
B P a rt i c le Si z e : in P - 12 K + F B S
M i P a r ti c le Si z e in F - 12 K + F 6 8
b ) 16 h b e l 4 o - C e l ls
) - i n c u b a l io n o f N i O in V a r ie d M e d ia w i tl i D ifT e r e n t C e l l L i n e s fo r 2 4 h :
R e l a t iv e E x p r e s s io n L e v e l o f H O - 1
3 0 0 [j i M e d ia H e i g h t _ _ p i 5 0 0
s B
W S3
(U > i I i
C o n c e n t r a t io n N i O (ft g /mL )
ES l H O - I R e s po n s e : 16 h b e l 4 o m M E M + F B S
I I H O - 1 R e s po n s e : I S h b c M o i n M EM + F6 8
^ 1 P a rt i c le Si z e : in M EM + F B S
^ P a r ti c l e Siz e : in M EM + F 6 8
F i g u r e 1 1 : E f f e c t o f C e l l L i n e o n t h e R e l a t i v e E x p r e s s i o n L e v e l o f H O
- 1 a n d R e s p o n s e t o P a r t i c l e
S i z e . E r r o r b a r s r e p r e s e n t t h e m e a n ± o n e s t a n d a r d d e v i a t i o n . (* ) d e n o t e s s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e a t
t h e a l p h a
= 0 . 0 5 l e v e l . (# ) d e n o t e s p a r t i c l e s i z e < 10 0 n m .
O n e w o u l d n o w c o n c l u d e t h a t n o t o n l y a r e t h e d i f f e r e n t d i s p e r s i o n m e d i a
p r o du c i n g d i f f e r e n t e f f e c t s o n b i o l o g i c a l e n dp o i n t s (F i g u r e 9 a n d F i g u r e 1 0 ) , b u t a l s o t h a t
t h e A 5 4 9 a n d 1 6h b e l 4 o - c e l l l i n e s a r e r e s p o n s i v e t o d i f f e r e n t s i z e d p a r t i c l e s a n d d i f f e r e n t
e x p o s u r e m e t h o d s (F i g u r e 1 1 ) .
T h e l a r g e r im p l i c a t i o n o f t h e d a t a p r e s e n t e d i n F i g u r e 1 1 c o m e s f r o m e v a l u a t i n g
e a c h c e l l l i n e s e p a r a t e l y a m o n g s t it s r e s p o n s e s t o d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s i n v a r i e d
d i s p e r s i o n m e d i a . W h e n w e c o n s i d e r j u s t t h e 1 6h b e l 4 o - c e l l s
'
r e s p o n s e a c r o s s tw o
d i f f e r e n t d i s p e r s i o n m e d i a (F i g u r e 1 l b ) , t h e d a t a p r e s e n t e d s e e m t o v i o l a t e t h e
r e l a t i o n s h i p t h a t n o r m a l l y e x i s t s b e t w e e n in c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n a n d d o s e - r e s p o n s e . A
s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d o s e r e s p o n s e t r e n d i s o b s e r v e d w i t h i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n a n d
i n c r e a s i n g p a r t i c l e s i z e f o r M E M + F B S . H o w e v e r , M E M + F 6 8 s h o w s n o s i g n i fi c a n t
do s e r e s p o n s e Si n c e t i m e , c o n c e n t r a t i o n , m e d i a h e i g ht , a n d c e l l l i n e w e r e h e l d c o n s t a n t ,
t h e d i f f e r e n c e i n b i o l o g i c a l r e s p o n s e a t e q u i v a l e n t c o n c e n t r a t i o n s p r o v e s t h a t
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p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s a n d t r a n s p o r t p r o c e s s a r e i n t e r f e r i n g w i t h n a n o p a r t i c l e
de p o s i t i o n . T h i s o b s e r v a t i o n a l s o h o l d s f o r A 5 4 9 c e l l s (F i g u r e 1 1 a )
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D i s c u s s i o n
T h r e e d i s p e r s i o n m e d i a w e r e i n t e r c o m p a r e d f o r t h e i r a b i l i ty t o c o n t r o l
a g g l o m e r a t i o n i n N iO a n d T i 0 2 n a n o p a r t i c l e s . T h e e f f e c t o f e a c h d i s p e r s i o n m e d i u m o n
t h e d o s i m e t r y o f t h e n a n o p a r t i c l e s i n s o l u t i o n w a s r e l a t e d t o p h y s i c o c h e m i c a l a n d
b i o l o g i c a l e n d p o i n t s
D y n a m i c l i g h t s c a t t e r i n g e x p e r i m e n t s c o n f i r m t h a t e a c h d i s p e r s i o n m e d i u m v a r i e d
i n i t s a b i l i t y t o c o n t r o l p a r t i c l e s i z e , i r r e s p e c t i v e o f n a n o p a r t i c l e t y p e (N iO o r T i 0 2 ) .
D i s p e r s i o n m e d i a c o n t a i n i n g F B S o u t p e r f o r m e d t h o s e w i t h s u r f a c t a n t s F 6 8 a n d D P P C
b a s e d o n m a x i m u m a v e r a g e p a r t i c l e s i z e c r i t e r i a (< 10 0 n m ) I n g e n e r a l , a l l d i s p e r s i o n
m e d i a o b s e r v e d t h e t r e n d t h a t p a r t i c l e s i z e i n c r e a s e s w i t h i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n
F u r t h e rm o r e , t h e r e w a s h i g h i n t r a - s a m p l e v a r i a b i l i t y a n d p o l y d i s p e r s i t y w it h i n t h e
p a r t i c l e s i z e m e a s u r e m e n t s . T h e s e fi n d i n g s s u g g e s t t h a t d o s im e t r y i s a u n i q u e
c h a r a c t e r i s t i c o f b o t h th e i n t e r a c t i o n b e t w e e n n a n o p a r t i c l e s a n d d i s p e r s i o n m e d i a , r a t h e r
t h a n a n i n h e r e n t p r o p e rt y o f d i s c r e t e c o m p o n e n t s t o b e e v a l u a t e d s e p a r a t e l y
O r i g i n a l l y e m p l o y e d p u r e l y a s a q u a l i t y c o n t r o l t o o l , I C P - M S w a s u s e d t o v a l i d a t e
w h e t h e r o r n o t t h e m e a s u r e d c o n c e n t r a t i o n o f n a n o p a rt i c l e s a p p r o x im a t e d t h e t h e o r e t i c a l
d o s e
,
b a s e d o n m a s s c o n c e n t r a t i o n . F o r c o n c e n t r a t i o n s o f n a n o p a r t i c l e s i n t h e r a n g e < 1 0
fx g /m L , t h e m e a s u r e d c o n c e n t r a t i o n o f N iO n a n o p a rt i c l e s a c c u r a t e l y r e p r e s e n t e d t h e
t h e o r e t i c a l d o s e H o w e v e r , w e n o t i c e d t h a t a t t h e 1 0 (i g / m L d o s e , t h e c o n c e n t r a t i o n
d r o p p e d . D u e t o t h e c o n c e r n a b o u t p o l y d i s p e r s i ty , l a r g e p a rt i c l e s i z e , a n d h i gh i n t r a -
s a m p l e v a r i a b i l i t y o b s e r v e d i n t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n s m e a s u r e d i n d y n a m i c l i g h t
s c a t t e r i n g , w e w o n d e r e d w h e t h e r o r n o t t h i s w a s a n i n d i c a t i o n o f s e t t l i n g . R e p e a t i n g t h e
s a m e e x p e r i m e n t w it h t h e a d d i t i o n o f a h i g h e r d o s e , 1 0 0 |j g / m L , r e s u l t e d i n a
c o n t i n u a t i o n o f t h e t r e n d t h a t h i g h c o n c e n t r a t i o n s , > 10 n g / m L , d e v ia t e d f r o m t h e
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t h e o r e t i c a l m a s s c o n c e n t r a t i o n . T h e s e h i g h c o n c e n t r a t i o n s u n d e r p r e d i c t e d t h e t h e o r e t i c a l
d o s e
,
w h i c h w a s a n i n d i c a t i o n o f t h e t r a n s p o r t p r o c e s s o f g r a v i t a t i o n a l s e d im e n t a t i o n T h e
l o w e r c o n c e n t r a t i o n s
,
< 1 0 |j g / m L , a c c u r a t e l y p r e d i c t e d t h e d o s e , a n d a s s u c h , r e f l e c t
d i f f e r e n t s o l u t i o n t r a n s p o r t p r o c e s s e s O v e r a l l , I C P - M S p r o v e d t o b e a n i n v a l u a b l e t o o l t o
u n d e r s t a n d t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n a c t u a l v s t h e o r e t i c a l d o s i m e t r y o f m a s s - b a s e d
e x p o s u r e m e t r i c s . A d d i t i o n a l l y , I C P - M S m e a s u r e m e n t s c o n f i r m e d t h e dy n a m i c l i gh t
s c a t t e r i n g m e a s u r e m e n t s i n t h a t t h e y s h o w e d a m i x i n g o f t r a n s p o r t p r o c e s s e s t h a t b e c o m e
m o r e p r o n o u n c e d w i t h i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n .
T h e r e s u l t s o f t h e d y n a m i c l i g h t s c a t t e r i n g a n d I C P - M S e x p e r im e n t s c o n f i r m e d
t ha t w e w e r e s t u d y i n g p o l y d i s p e r s e a n d h i g h l y d y n a m i c s o l u t i o n s . Si n c e t h e v a r i a b i l i t y i n
t h e s e m e a s u r e m e n t s i n d i c a t e d t h e p r e s e n c e o f c o m p l e x t r a n s p o r t p r o c e s s e s , w e d e c i d e d t o
u s e E M t o q u a l i t a t i v e l y c o n f i r m t h e s o l u t i o n s t a t u s a n d e x p e c t e d d o s i m e t r y m e d i u m
SE M a n d T E M w e r e b o t h a t t e m p t e d w i t h s e v e r a l m e t h o d o l o g i c v a r i a t i o n s t o v i e w
p a r t i c l e s i n d i s p e r s i o n m e d i a . T h e s e a t t e m p t s y i e l d e d n o p r a c t i c a l r e s u l t s d u e t o t h e
p r e s e n c e o f a r t i f a c t s c r e a t e d b y t h e m e d i a i n t h e m i c r o g r a p h s a s w e l l a s t h e i n a b i l i t y t o
di s t i n g u i s h N iO n a n o p a r t i c l e s f r o m t h e c o m p o n e n t s o f t h e d i s p e r s i o n m e d i u m S i n c e t h e
d e s i r e w a s t o v i e w t h e n a n o p a r t i c l e s i n m e d i a i n a s c l o s e t o t h e i r n a t u r a l s t a t e a s p o s s i b l e ,
f u r t h e r a t t e m p t s a n d v a r i a t i o n s w e r e d i s m i s s e d d u e t o f u r t h e r a l t e r a t i o n o f t h e o r i g i n a l
m a t e r i a l .
A t t h i s j u n c t u r e , w e h a d e x h a u s t e d t h e a n a l y t i c a l t e c h n i q u e s t h a t c o u l d
c h a r a c t e r i z e t h e d i s p e r s i o n m e d i a
'
s p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s T h e r e s u l t s o f t h e
p hy s i c o c h e m i c a l m e a s u r e m e n t s i n d i c a t e d t h a t e a c h d i s p e r s i o n m e d i u m w o u l d p r o v i d e a
d i f f e r e n t e x p o s u r e a n d t h a t d i s p e r s i o n m e d i u m a n d n a n o p a r t i c l e t r a n s p o r t p r o c e s s e s a r e
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m i x e d i n t h i s c o n c e n t r a t i o n r a n g e , t h e r e b y p r o v i d i n g a n o n - u n i f o r m e x p o s u r e , p a r t i c l e
s i z e p o l y d i s p e r s i t y , a n d h i g h i n t r a - s a m p l e v a r i a b i l i t y .
F r e q u e n t c o u n t e r s t o t h e t a r g e t
- t i s s u e p a r a d i gm a r g u e t h a t t h e l u n g
'
s n a t u r a l
p r o c e s s e s t h a t f r e e l y f o r c e a g g l o m e r a t i o n w i l l t r u m p t h e s e p h y s i c o c h e m i c a l
m e a s u r e m e n t s a n d a dj u s tm e n t s . I f w e a r e t o a s s u m e t h a t t h i s i s i n d e e d t h e c a s e , w e
a s s u m e t h a t t h e p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s a n d t r a n s p o r t p h e n o m e n a r e m a i n c o n s t a n t
w i t h e a c h m a s s - c o n c e n t r a t i o n b a s e d d o s e . W h e t h e r o r n o t t h i s i s t h e c a s e , w a s t h e s u bj e c t
o f t h e s u b s e q u e n t t o x i c o l o g i c a l a n a l y s i s t h a t s o u g h t t o d e t e r m i n e h o w o r i f
p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s a f f e c t e d b i o l o g i c a l e n dp o i n t s
S i n c e t h e p h y s i c o c h e m i c a l a n a l y s i s r e v e l e d t h a t t h e e x p o s u r e c o n d i t i o n s w e r e
d y n a m i c a n d w e h a d n o a b s o l u t e i n d i c a t i o n o f e x p o s u r e c o n d i t i o n s , w e e m p l o y e d E L I SA
a n d R T - P C R t o s t u dy c o n s e q u e n t e f f e c t s
T h e e f f e c t o f d i s p e r s i o n m e d i a a n d n a n o p a r t i c l e s o n t h e E L I SA a s s a y f o u n d t h a t
a l l t h r e e d i s p e r s i o n m e d i a p r o d u c e d s i g n i f i c a n t l y l o w e r c o n c e n t r a t i o n s o f I L - 8 c o m p a r e d
t o t h e c o n t r o l (a s s a y d i l u e n t ) T h e im p l i c a t i o n o f t h i s d a t a i s t h a t a s i g n i f i c a n t
u n d e r p r e d i c t i o n i n I L - 8 e x p r e s s i o n w i l l b e o b s e r v e d i n s a m p l e s t h a t c o n t a i n
n a n o p a r t i c l e s . T h i s w o u l d b e r o u t i n e d u r i n g t h e E L I SA p r o c e s s s i n c e c e l l u l a r s u p e r n a t a n t
i s u s e d . E v e n m o r e a l a r m i n g i s t h a t t h e i n t e r f e r e n c e o c c u r s a t s u c h l o w c o n c e n t r a t i o n s -
t h e o r i g i n a l d o s e i s d i l u t e d s e r i a l l y - a n d t h a t m o s t n a n o t o x i c o l o g i c a l r e s e a r c h e v a l u a t e s
h i gh e r c o n c e n t r a t i o n s o f n a n o p a r t i c l e s
S i n c e n a n o p a r t i c l e s s i g n i f i c a n t l y a f f e c t e d t h e E L I SA a s s a y , w e n e x t s t u d i e d t h e
e f f e c t o f d i s p e r s i o n m e d i a o n m R N A e x p r e s s i o n u s i n g R T - P C R S i n c e t h e i s o l a t i o n o f
m RN A i n v o lv e s a s e r i e s o f w a s h e s , c h e m i c a l r e a c t i o n s , a n d c e n t r i f u g a t i o n s , w e d e c i d e d
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t h a t t h e s e p r o c e s s e s w o u l d s u f f i c i e n t l y r e m o v e m o s t o f t h e n a n o p a r t i c l e c o n t a m i n a t i o n i n
t h e c e l l l y s a t e .
W e fi r s t i n v e s t i g a t e d t h e e f f e c t o f d i s p e r s i o n m e d i a o n d i f f e r e n t t i m e p o i n t s . M o s t
s i g n i fi c a n t l y , w e f o u n d t h a t e x p r e s s i o n l e v e l s v a r i e d b e t w e e n d i f f e r e n t d i s p e r s i o n m e d i a .
H i g h v a r i a b i l i t y i n b o t h I L - 8 a n d H O - 1 r e l a t i v e e x p r e s s i o n l e v e l s p l a g u e d t h e e x p e r im e n t ,
h o w e v e r , e x p r e s s i o n i n c r e a s e d a t 2 4 h o u r s c o m p a r e d t o 4 h o u r s .
I n a n e f f o r t t o d e c r e a s e t h e i n t r a - a n d i n t e r - s a m p l e v a r i a b i l i t y , w e d e c r e a s e d t h e
d i s p e r s i o n m e d i a h e i g h t i n t h e w e l l f r o m 1 - m L t o 3 0 0 - p L t o i n c r e a s e c o n t a c t a n d d e l i v e r y
t o t h e m o n o l a y e r A d e c r e m e n t i n t h e i n t r a - s a m p l e v a r i a b i l i t y w a s o b s e r v e d , a s w e l l a s
t h e c o n t i n u a t i o n o f t h e t r e n d t h a t d i f f e r e n t d i s p e r s i o n m e d i a g i v e r i s e t o d i f f e r e n c e s i n
b i o l o g i c a l e n d p o i n t s W e c a n i n f e r f r o m t h e d a t a t h a t t h e d i f f e r e n c e s i n t h e m e d i a h e i gh t
e x p e r i m e n t w e r e d u e t o t r a n s p o r t p h e n o m e n a , w h i c h a l t e r e d t h e e x p o s u r e c o n d i t i o n s T h e
l a r g e r im p l i c a t i o n o f t h i s p a r t i c u l a r e x p e r im e n t c o m e s f r o m t h e e x p a n s i o n f r o m t h e m o d e l
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